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1. UvOD

Proizvodnja sira predstavlja jedan od najstarijih nacina iskoristavanja mlijeka, odnosno
najstariji nacin konzerviranja vrijednih i1 lako pokvarljivih bjelancevina mlijeka za ljudsku prehranu.
Tako razli¢itim tehnoloSkim postupcima iz okusno neutralne bjelancevine mlijeka, kroz razlicite
fizikalne, kemijske i biokemijske procese i pretvorbe tijekom zrenja, nastaje ukusan te prehrambeno
I gastronomski vrijedan proizvod — sir. Proizvodnja sira u svijetu naglo je porasla potkraj 19.
stolje¢ca, a od tada je tradicionalna proizvodnja na malim obiteljskim poljoprivrednim
gospodarstvima napredovala u suvremeno sirarstvo koje danas c¢ini sastavni dio nacionalnih i

multinacionalnih prehrambenih industrija i trziste opskrbljuje vrlo vrijednim sirevima.

U proizvodnji sira mlijeko se zgu$njava primjenom razliCitih vrsta sirila uslijed Cega se
koncentriraju prvenstveno proteini mlijeka (kazein) te izdvaja sirutka. Mikroorganizmi i njihovi
enzimi imaju kljuénu ulogu u proizvodnji sira i daljnjim biokemijskim procesima koji tijekom zrenja
siru daju oblik i karakteristi¢an miris. Specifican okus, miris i konzistencija sira razlikuju se ovisno
0 upotrijebljenom mlijeku, trajanju i uvjetima zrenja, aditivima, no ponajviSe o primijenjenim
primarnim i sekundarnim mikrobnim kulturama. Takve kulture su dominantnije i "brze" od
autohtone mikroflore, njihovo djelovanje se moze predvidjeti i1 kontrolirati te se proizvodni proces
njihovom primjenom ubrzava. Danas se u proizvodnji sira koriste pripravci (tekuéi, osuseni,
smrznuti) mikrobnih kultura (mono- i/ili mjesovite kulture) razli¢itih vrsta bakterija, kvasaca,
plijesni i njihovih medusobnih kombinacija 0 vrsti sira koji se proizvodi (Matijevi¢, 2015). S
tehnoloskog aspekta proizvodnje mikrobnih kultura za sirarstvo da bi ostvarili Zeljeni cilj,
neophodno je osigurati odgovarajucu koli¢inu zivih stanica mikroorganizama te odrzati njihovu
vijabilnost, odnosno stabilizirati ih tijekom postupka proizvodnje. Dodatak razli¢itih zastitnih tvari,
uklapanje stanica u mikrokapsule tijekom zamrzavanja, susenja ili ¢uvanja, moze se bitno povecati
broj zivih stanica po gramu pripravka (Anal i Singh, 2007; Champagne i Fustier, 2007).
Uspostavljanje fizicke barijere izmedu Zivih stanica mikroorganizama i nepovoljnih vanjskih uvjeta
novi je koncept od sve vece vaznosti. Iz tog razloga, provedena su brojna istraZivanja u pogledu
o¢uvanja vijabilnosti starter kultura u razli¢itim procesima proizvodnje hrane te su razvijeni postupci
pripreme pogodnih pripravaka mikrobnih kultura za pojedine proizvode pa tako i sir. Svrha ovog
istrazivanja bila je istraziti mikrobne (starter) kulture koje se najc¢escée koriste u sirarstvu s naglaskom
na ulogu liofilizacije i inkapsulacije u proizvodnji navedenih kultura. Najznac¢ajniji mikroorganizmi,
pripravci primarnih i sekundarnih starter kultura za sirarstvo i njihov znacaj za tehnologiju

proizvodnje sira prikazani su U ovom zavr§nom radu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Sir - opce karakteristike i proizvodnja

Prema Pravilniku o sirevima i proizvodima od sireva (Narodne novine, 2009), sirevi su svjezi
proizvodi ili proizvodi s razli¢itim stupnjem zrelosti koji se proizvode odvajanjem sirutke nakon
zgruSavanja mlijeka (kravljega, ov¢jega, kozjega, bivoljeg mlijeka i/ili njihovih mjeSavina), vrhnja
ili kombinacijom navedenih sirovina. U proizvodnji sira dopustena je upotreba mljekarskih kultura,
sirila 1/ili drugih odgovarajucih enzima zgrusavanja i/ili dopustenih kiselina za zgrusavanje

Sir se definira 1 kao fermentiran ili nefermentiran proizvod dobiven nakon zgruSavanja mlijeka
obranog ili djelomi¢no obranog mlijeka, vrhnja, mlacenice ili kombinacijom navedenih sirovina te
otjecanjem sirutke (uz dodatak sirila ili nekog drugog zamjenskoga enzima zgruSavanja) (Havarnek
i sur., 2014). Prema tome, sir je koncentrirani i konzervirani oblik u vodi netopljivih ili djelomi¢no
topljivih sastojaka mlijeka, uz zadrzavanje manjega ili veceg dijela vode koji odreduju vrstu i
organolepticka svojstva sira (Kirin, 2016).

2.1.1. Vrstesireva

Kao kriterij podjele sireva prema konzistenciji uzima se udjel vode u bezmasnoj tvari sira.
Time se izbjegava ovisnost konzistencije sirnog tijesta o stvarnom udjelu mlije¢ne masti u siru.
Sirevi se prema udjelu vode u bezmasnoj tvari sira, te konzistenciji i gradi, proizvode i stavljaju na

trziste pod nazivom: ekstra tvrdi, tvrdi, polutvrdi, meki i svjezi sir (Tablica 1) (Narodne novine,

2009).

Tablica 1. Vrste sireva prema udjelu vode u bezmasnoj suhoj tvari sira (Kirin, 2016).

o Udjel vode u bezmasnoj
Naziv sira o
tvari sira (%)
Ekstra tvrdi sir <51
Tvrdi sir 49 — 56
Polutvrdi sir 54 - 69
Meki sir > 67
Svjezi sir 69 — 85




Prema udjelu mlije€ne masti, sirevi mogu biti posni do ekstra masni s viSe od 55% masti u
suhoj tvari sira (Tablica 2), dok se prema nacinu zrenja dijele na one koji ne zriju, na one koji zriju
pretezno s bakterijama u unutraSnjosti, na one koji zriju pretezno s bakterijama na povrsini i na one
koji zriju s plijesnima pretezno u unutrasnjosti i s plijesnima pretezno na povrsini (Tablica 3)

(Bozani¢, 2015).

Tablica 2. Vrste sireva obzirom na udio mlije¢ne masti u suhoj tvari sira (Kirin, 2016).

o Udio mlije¢ne masti u
Naziv sira . o
suhoj tvari sira (%o)
Ekstramasni >60
Punomasni >451<60
Masni >251<45
Polumasni >101<25
Posni <10

Tablica 3. Vrste sireva obzirom na zrenje sira (Tratnik, 1998).

Zrenje Tip sira Primjer
o | Pastozni tip Svjezi sir, kremasti sirevi
Sirevi bez zrenja _ _ : _
o Zrnati tip Zrnati 1 kremasti zrnati Svjezi sir
(svjezi)
Plasti¢ni, rastezljivi tip | Mozzarella
Na povrsini Limburger, Romadur
Sirevi sa U unutra$njosti: o
) ) Parmezan, Paski sir
zrenjem (uz bez tvorbe plina
N ) Ementaler, Gauda
bakterije) uz tvorbu plina
U salamuri Feta, Travnicki, bijeli sir u kriSkama
Sirevi sa Na povrsini — bijele Camambert, brie
zrenjem (uz U unutrasnjosti —
) Roquefort, Gorgonzoa
plemenite plave/zelene
plijesni) Povrsina/unutrasnjost | plavi brie, Cambozola




2.1.1.1. Svjezi sirevi

Svjezi sirevi najstarija su vrsta sireva koji potjecu iz prvih vremena prerade mlijeka u sir.
Sadrzavaju 69-85 % vode u bezmasnoj tvari. Oni su kiselinski sirevi, jer se dobivaju djelovanjem
mlije¢ne kiseline, koju fermentacijom tvore bakterije mlije¢ne kiseline (BMK). Ovi sirevi nemaju
postupak zrenja, ve¢ se upotrebljavaju svjezi. Odatle im potjece i ime. Zbog visokog sadrzaja vode,
njihov je rok upotrebe kratak. Najcesce se razvrstavaju prema konzistenciji i prema sadrzaju masti
u suhoj tvari. Konzistencija sira moze biti pastozna, zrnata i lisnata, a ovisi 0 udjelu suhe tvari sira,
odnosno o udjelu vode u bezmasnoj tvari. Prema udjelu masti u suhoj tvari, dijele se na: ekstra
masni, punomasni, masni, polumasni i posni. Porastom udjela masti raste i udjel suhe tvari sira, a

snizava se udjel bjelancevina i laktoze (Kirin, 2016).
2.1.1.2. Meki sirevi

U skupinu mekih sireva pripadaju sirevi koji sadrzavaju vise od 67% vode u bezmasnoj tvari
sira. Visok sadrzaj vode postiZe se samopresanjem mekih sireva, tj. preSanjem vlastitom masom bez
upotrebe tlaka. Proizvode se uglavnom od termicki obradenog kravljeg mlijeka. Malih su dimenzija,
razli¢itih sadrzaja mlije¢ne masti, s razmjerno kratkim vremenom upotrebe, kod kojih se zrenje
odvija od povrsine prema sredistu sira, po ¢emu se i prepoznaje stupanj zrelosti sira (Slika 1). Na taj
se nacin oblikuju 1 karakteristicna organolepticka svojstva sireva: tanka 1 njezna kora, meka
konzistencija tijesta, koja starenjem postaje zitka, bez oblikovanih okaSaca, te izraZen kiselkasti

miris i okus sira (Kirin, 2016).
2.1.1.3. Polutvrdi sirevi

Polutvrdi sirevi sadrzavaju 54-69% vode u bezmasnoj tvari sira. Proizvode se kao punomasni
(>451<60%) i kao masni sirevi (> 25 i <45%). Njihova organolepti¢ka svojstva (konzistencija
tijesta, karakteristike okaSaca, okus 1 miris) uvjetovani su prvenstveno aktivnos¢u upotrijebljene
mezofilne mljekarske kulture 1 tehnoloSkim postupkom, koji karakteriziraju nize temperature sirenja
(oko 30 °C) 1 niZe temperature ,,suSenja“ sirnog zrna (< 36-39 °C), te dodavanje tople vode 1 ,,pranje*
sirnog zrna. Tehnologija polutvrdih sireva ukljucuje pretpreSanje i preSanje sira, te soljenje sira
nakon preSanja u salamuri. Prosje¢no zriju oko 5 tjedana. Tijekom zrenja i ¢uvanja kora sireva
najcesce je zasticena voskom, parafinom, plasticnim premazom. Zrenje se odvija istovremeno u
cjelokupnoj masi sira. U novije vrijeme mnoge vrste polutvrdih sireva zriju umotani u plasticnu
foliju ili vakuumirani u polimernu vrecicu (,,hladno zrenje“, sir bez kore). Polutvrdi sirevi su
najrasirenija Su skupina sireva, a tradicionalno su vezani uz nizozemsko sirarstvo. Najpoznatije vrste
su: Gouda, Edamac, Tilzit i drugi (Slika 1) (Kirin, 2016).



2.1.1.4. Tvrdi sirevi

Skupini tvrdih sireva pripadaju sirevi koji sadrzavaju 49-56% vode u bezmasnoj tvari sira.
Zbog vece koli¢ine vode, konzistencija sirnog tijesta je elasti¢na i reziva. Za razliku od ekstratvrdih
sireva, koji se konzumiraju ribani ili nalomljeni, tvrdi sirevi pogodni su za rezanje (Slika 1). Duzim
skladiStenjem 1 stajanjem pojedine vrste tvrdih sireva mogu poprimiti svojstva sireva za ribanje.
Njihovu tehnologiju karakteriziraju relativno visoke temperature suSenja sirnog zrna, duze zrenje
(3-4 tjedna) i veliki oblici i mase sira. Razlikuju se uglavnom prema upotrijebljenom mlijeku (sirovo,
pasterizirano ili termizirano), vrsti dodane mikrobne kulture (mezofilna, termofilna ili mijesana), te

prema organoleptickim svojstvima, od kojih se posebno isticu sirne o¢i i slatkasti okus (Kirin, 2016).

2.1.1.5. Ekstra tvrdi sirevi

Ovoj skupini sireva pripadaju sirevi za ribanje, koji sadrzavaju manje od 51% vode u
bezmasnoj tvari sira. To su sirevi ve¢inom velikih oblika i velike mase, koja se krece izmedu 13 i
40 kg. S obzirom na tehnologiju proizvodnje i postupak dugog zrenja (godinu dana i vise), dobivaju
se sirevi tvrde, glatke, svijetle, Ciste, ponekad 1 uljane kore. Tijesto sireva je zrnate konzistencije,
tvrdo, zbito i lomljivo. Ujednaceno zrije kroz cijelu masu sira, bez tvorbe sirnih okaSaca.

Najpoznatiji ekstra tvrdi sir u Hrvatskoj je sir Ribanac (Kirin, 2016).
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Slika 1. Razlic¢ite vrste sireva (Anonymus, 2021)




2.1.2. Kemijski sastav sira

Osim vode, temeljni kemijski sastav sireva Cine: bjelanCevine, masti, ugljikohidrati,
mineralne tvari, vitamini i drugi sastojci u tragovima kako je prikazano u Tablici 4. Udjel ovih

sastojaka odreden je skupinom i vrstom sira.

Sir predstavlja prirodnu namirnicu bogatu sadrzajem bjelanCevina, radi ¢ega njegovo
redovito konzumiranje doprinosi potpunoj opskrbi organizma dnevno potrebnim bjelan¢evinama.
Osnovna bjelancevina sira je kazein, koji se tijekom zrenja razgraduje preko peptida do
visokovrijednih aminokiselina. Udjel bjelancevina ovisi o vrsti sira, a izrazava se koli¢inom u 100

g. Sto je sir zreliji, to je udjel bjelan¢evina visi (Kirin, 2016).

Tablica 4. Prosje¢an kemijski sastav polutvrdih sireva (Kirin, 2016).

Sastojak Udjel (%)
Voda 41 — 48
Suha tvar 52 - 60
Mast 15-28
Mast u suhoj tvari sira 30 - 47
Voda u bezmasnoj tvari sira 56 — 58
Sol 1,4-24

Osim kemijskog sastava, na pravilan tijek biokemijskih promjena tijekom zrenja sira utjecu
i mikroklimatski uvjeti u prostoriji za zrenje sira. Za pravilan tijek zrenja polutvrdih i tvrdih sireva
u zrionici (Tablica 5) treba biti povoljna mikroklima koja podrazumijeva optimalnu temperaturu,
relativnu vlaZnost zraka i odgovarajuci protok odnosno sastav zraka u zrionici (ventilacija) (Kalit,

2015).

Tablica 5. Mikroklimatski uvjeti u zrionici za pravilno zrenje polutvrdih i tvrdih sireva (Kalit, 2002).

Temperatura Relativna
Parametar
°O) vlaznost (%)
Minimalno 10 60
Optimalno 12-15 70-80
Maksimalno 18 85




2.1.3. Prehrambena vrijednost sira

Vaznost sira u prehrani proizlazi i iz njegova sadrzaja 8 esencijalnih aminokiselina
(izoleucin, leucin, lizin, metionin, fenilalanin, treonin, triptofan, valin) koje organizam ne moze sam
proizvesti (Kirin, 2016). One su vazne za izgradnju i obnovu stanica tkiva, organa, tjelesnih tekucina,
te za funkcije srediSnjega Ziv€anog sustava.

Mlije¢na mast je vazan izvor energije potrebne ljudskom organizmu. Ona je i nositel]
vitamina topljivih u masti (A, D, E, K), kao i aromatskih tvari, koje dodatno oplemenjuju svaku
hranu. Udjel masti u siru izrazava se u postotnom iznosu u odnosu na njegovu suhu tvar. Osim
svjezega 1 topljenog, ostali sirevi ne sadrzavaju ugljikohidrate ili ih sadrzavaju u vrlo malim
koli¢inama. Stoga energetska vrijednost sira proizlazi uglavnom iz mlije¢ne masti 1 bjelanc¢evina.
Isto tako, sir je namirnica bogata vitaminima koji sudjeluju u mnogim metabolickim procesimai u
tvorbi mnogobrojnih specifi¢nih spojeva potrebnih za fizioloSko funkcioniranje organizma.
Najvazniji su medu njima vitamini A, Bz i B12. Vitamin B, magnezij i fosfor organizam koristi za
oslobadanje energije iz hrane, dok su vitamini A i D vazni za odrzavanje zdravlja kose, koze, kostiju
I zuba (Kirin, 2016). Osim toga, sir je i prava riznica minerala, posebice kalcija, fosfora i magnezija
(Tablica 6).

Tablica 6. Prosje¢na koli¢ina mineralnih tvari u nekim sirevima izrazena u mg na 100 g sira (Tratnik

1 Bozani¢, 2012).

Vrsta sira Kalcij | Fosfor | Natrij | Kalij | Magnezij
(mg) |(mg) |(mg) |(mg) |(mg)
Parmesan 1300 | 850 1200 | 100 44

Emmentaler 1080 | 730 250 90 43
Edam/Gouda 800 600 800 100 40

Tilsit 800 500 750 100 40
Plavi sir 420 350 1200 | 110 50
Mozzarella 400 340 450 100 16

Brie/Camembert | 350 300 930 150 20
Svjezi posni sir | 90 190 30 120 9

Izmedu svih namirnica sir se smatra najbogatijim izvorom kalcija (Walther i sur., 2008) koji igra
vrlo vaznu ulogu u izgradnji 1 stabilnosti kostiju, zubi, u funkcijama ziv€anog sustava, rada misica 1

u zgrusavanju krvi (Xu i sur., 2020).



Takoder, koli¢ina kalcija znacajno ovisi o nadinu proizvodnje sira. Sirevi proizvedeni
dodatkom sirila imaju puno vec¢u koli¢inu kalcija u odnosu na svjezi sir (Bozani¢, 2015). Pored
spomenutih makroelemenata, u siru se nalaze i minerali u tragovima (zeljezo, bakar, cink),

odgovorni za mnoge tjelesne funkcije.
2.1.4. Proizvodnjasira

Pod tehnologijom proizvodnje sireva podrazumijeva se skup teoretskih i iskustvenih znanja,
metoda, vjestina i tehnika koriStenih u preradi sirovog mlijeka u sir, pri ¢emu se oblikuju njegova
karakteristi¢na prehrambena svojstva i kvaliteta koja ga ¢ine posebnim i razli¢itim od ostalih sireva.
Sama proizvodnja sira ukljucuje vrlo sloZene fizikalno-kemijske i biokemijske promjene.

Prema Havranek i sur. (2014) tehnologija proizvodnje sira ima dva cilja:

1. Proizvesti sir Zeljenih senzorskih osobina (vanjski izgled, boja, presjek,
konzistencija, miris i okus);

2. Postaviti tehnoloski lako ponovljivi protokol koji ¢e za cilj svakodnevno dati sir istih
osobina.

Osnovnu proizvodnju sira ¢ine tehnoloski postupci izdvajanja sirutke i standardizacije udjela
vode u bezmasnoj suhoj tvari sira. Tim postupcima koncentriraju se sastojci mlijeka, prvenstveno
bjelanéevina — kazein, koja od neutralnog okusa biokemijskim procesima tijekom zrenja sira u
konacnici daje oblik i1 karakteristican miris odredenoj vrsti sira. Na taj nacin vrijedni, ali lako
pokvarljivi i voluminozni, sastojci mlijeka i fizicki prelaze u manje ili vise ¢vrst oblik prikladan za
cuvanje, transport i uporabu. Postupci izdvajanja sirutke u proizvodnji siriSnih sireva Cine tri glavne

tehnoloske cjeline: obrada mlijeka za sirenje, obrada grusa i sirnog zrna i obrada sira (Slika 2).

MLIJEKO ZA SIRENJE é SIRNI GRUS é SIRNO ZRNO é SIR

Pohrana i zrenje SIRENJE MLIJEKA Rezanje Obrada Presanje
Toplinska obrada Obrada Kalupljenje Soljenje
Standardizacija -
Dodatak pomo¢nih tvari Zrenje
\ I Pakiranje
SIRUTKA

Slika 2. Shematski prikaz osnovnih tehnoloskih postupaka proizvodnje sira (Kirin, 2016)

U objektu za preradu mlijeka svakodnevno dolazi mlijeko odredena sastava (mlije¢na mast,
protein, suha tvar) i odredenih svojstava (prisutnost poZeljnih ili nepoZeljnih mikroorganizama,

somatskih stanica, antibiotika) na koje sirar u odredenoj mjeri moze utjecati.



Sirar moze kontrolirati temperaturu sirenja i odabrati vrstu sirila potrebnu za zgrusavanje
mlijeka. Takoder, kontrolira tijek zgruSavanja i moze mijenjati pH vrijednost sve do postizanja
odredene kiselosti, ovisno o koli¢ini dodane mljekarske kulture.

Osim toga, standardizira odnos mlijeCne masti i proteina, ali i poveéava koncentraciju
topljivog kalcija u mlijeku dodavanjem CaCl, (Havarnek i sur., 2014).

Iako kolic¢ina i kvaliteta sira uvelike ovise o vrsti mlijeka, postupak proizvodnje takoder ima
znacajnu ulogu. Moderno mljekarstvo postepeno preuzima i prilagodava domace tehnologije i
proizvode, a primjena definiranih mikrobnih (starter) kultura omogucila je bolju kontrolu procesa i
svakodnevnu proizvodnju sira istih osobina. U posljednje vrijeme izolacija autohtonih
mikroorganizama prisutnih u tradicionalnim sirevima i njihova primjena u masovnoj proizvodniji

sve je vise u fokusu velikih proizvodaca.
2.2. Mikrobne kulture u proizvodnji sira

Mikrobne kulture u sirarstvu predstavljaju definirani, selekcionirani i reproduktivno sposobni
mikroorganizmi (bakterije, kvasci i plijesni) u Cistoj ili mjeSovitoj kulturi, koji se koriste u
proizvodnji sireva s ciljem optimalizacije tehnoloskog procesa i poboljSanja organoleptickih
svojstava (Kirin, 2016). Mogu se definirati i kao pazljivo selekcionirani mikroorganizmi koji se
dodaju u mlijeko ili gru§ zbog iniciranja i izvodenja pozeljne fermentacije i zrenja u proizvodnji
razli¢itih tipova sira, ali i fermentiranih mlijeka (Matijevi¢, 2015). U sirarstvu, mikrobne kulture
nazivaju se jo§ sirarske ili mljekarske kulture, starter kulture, mikrobna cjepiva, Ciste kulture 1 sl.
Danas se uglavnom koriste u industrijskoj proizvodnji sireva, dok se u tradicionalnoj proizvodnji i

u sadaSnjoj proizvodnji sireva od sirovog mlijeka ne koriste.

Mikrobne kulture u proizvodnji sira imaju visestruku ulogu, koja ovisno o sastavu
mikroorganizama (monokultura ili mjeSovita kultura) moze biti: proizvodnja mlije¢ne kiseline,
hlapljivih aromatskih komponenti (diacetila i acetoina), plina (COz), proteoliza, lipoliza te inhibicija

patogenih mikroorganizama i mikroorgranizama kvarenja (Matijevic, 2015).
Glavni ucinci mikrobne kulture mogu se svrstati u tri skupine:
1. produzena stabilnost i sigurnost sireva;
2. nastajanje zeljenih senzornih i reoloskih svojstava sira;
3. nastajanje terapeutskih/funkcionalnih svojstava sira.

Poznavanje mikrobnog sastava i svojstava mikrobne kulture olak$ava pravilan odabir kako
bismo dobili Zeljeni sir i osigurali provedbu kontrolirane fermentacije i pravilne biokemijske procese

tijekom zrenja.



Medutim, aktivnost mikroorganizama upotrijebljene mikrobne kulture (optimalno
djelovanje njihovih endogenih ili egzogenih enzima) ovisi 0 procesnim uvjetima te provedbi

pojedinih postupaka tijekom proizvodnje ili tijekom zrenja sira (Matijevic, 2015).

U proizvodnji svih vrsta sira uvijek se primjenjuju mikrobne kulture bakterija mlijecne
kiseline (Matijevi¢, 2015). Tradicionalan nacin proizvodnje sira koristio je ,,prirodnu‘ mikrobnu
kulturu na sljede¢a dva nacina: 1) mlijeko je inkubirano na temperaturi koja je omogucavala rast
mikrobne populacije prirodno prisutnih bakterija mlije¢ne kiseline, sve dok nije porasla kiselost, a
zatim se koristilo kao mikrobna kultura; 2) koriSteno je fermentirano mlijeko ili sirutka iz prethodno
dobivenog sira, naj¢eS¢e uz dodatnu inkubaciju. Sastav tako dobivene mikrobne kulture bio je
promjenjiv i neodreden, u ovisnosti od temperature inkubacije, koja je prilagodena vrsti sira, §to je
ovisilo i o bakterijama mlije¢ne kiseline (Rogelj, 2015). Uloga kulture bakterija mlije¢ne kiseline u
proizvodnji svih sireva je primarna, a djelovanje ostalih kultura dolazi do izrazaja tek u fazi zrenja
sira u zrionici, pri uvjetima optimalnim za odredenu vrstu, uz stalnu kontrolu i1 pravilno njegovanje

sira (Tratnik, 1998).

Inovativnost u proizvodnji ,,prirodnih mikrobnih kultura® jest prilagoditi/optimizirati
njihovu primjenu u manjim industrijskim pogonima. Varijabilnost (u sastavu i veli¢ini pojedinih
mikrobnih zajednica bakterija mlije¢ne kiseline) tako dobivenih mikrobnih kultura u industrijskim
uvjetima rizi€na je za ispunjavanje zahtjeva standardne mikrobioloske i senzorske kakvoce
proizvoda. Dakle, napredak u znanosti i tehnologiji, do tada potpuno nepoznat sastav mikrobne
kulture (sirutka prethodnog dana, nakon inkubacije na temperaturi koja se koristi za cijepljenje
svjezeg mlijeka), zamijenio je definiranim mikrobnim kulturama, poznatog sastava i djelovanja
(Rogelj, 2015).

Definirane mikrobne kulture dobivamo tako da u laboratoriju iz sirove ili prirodne mikrobne
kulture (Cesto tradicionalne, od mlijeka) izoliramo, pro€istimo i dobro istrazimo svojstva pojedinih
bakterijskih vrsta/sojeva, a zatim umnozavamo kao Cistu kulturu sa Zeljenim svojstvima i ¢uvamo u

optimalnim uvjetima kako bi o€uvali vijabilnost i aktivnost kulture.

Nakon toga kulture se mogu koristiti samostalno ili u kombinaciji jedna s drugom. Ovisno o
sastavu mikrobne kulture mogu biti pojedina¢ne (jedan soj odredene vrste mikroorganizma),
slozene (razliciti sojevi jedne vrste mikroorganizma) i kombinirane (razliciti sojevi razlicitih vrsta
mikroorganizama) (Rogelj, 2015). Moderna mljekarska tehnologija, naro€ito u sirarstvu, ide za sve
ve¢im koriStenjem mijeSanih kultura koje su sastavljene od veceg broja vrsta mikroorganizama.
Takozvane monokulture moderna praksa napusta. Vrlo je problemati¢no doziranje koncentrirane

kulture jer broj mikroorganizama u takvoj kulturi varira u veoma Sirokim granicama
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Mikrobne kulture mogu se podijeliti prema naéinu pripreme (osnova mlijeko, sirutka), obliku

pripreme kulture (tekuce, osuSene, smrznute), aromi ili drugim produktima fermentacije

(homofermentativne, heterofermentativne), temperaturi tehnoloskog procesa pri kojoj se koriste

(mezofilne, termofilne), vrsti prisutnih mikroorganizama i/ili broju vrsta i sojeva.

Ovisno o vrsti sira, mikrobne se kulture mogu svrstati u nekoliko grupa (Matijevi¢, 2015):

bakterije mlije¢ne kiseline (BMK), odgovorne za proizvodnju mlije¢ne kiseline, tvari
arome, a neke vrste proizvode i CO; (zasluzan za sirne oci);

bakterije propionske kiseline, koje su odgovorne za tvorbu specifiéne arome i veéih
koli¢ina COz (oblikovanje ve¢ih sirnih o¢iju kod Emmentalera);

sojevi bakterije Brevibacterium linens odgovorni su za tvorbu sluzavosti na povrsini sira
(“maza”), te utjecu na tvorbu tipi¢ne arome sira i boju;

plemenite plijesni koje mogu biti na povrSini sira (bijele plijesni) ili unutar sira

(plavozelene plijesni) koje tvore intenzivan miris i okus sira.

S obzirom na svoju ulogu tijekom tehnoloskog procesa proizvodnje sireva, mikrobna kultura

moze biti osnovna ili dopunska.

2.2.1. Osnovne (primarne) kulture

U osnovne ili primarne mljekarske kulture ubrajaju se kulture koje se dodaju mlijeku za sirenje.

Uloga osnovnih kultura u proizvodnji sira svodi se na nekoliko znacajnih funkcija (Kirin, 2016):

tvorba mlijecne kiseline, odnosno sniZzavanje pH vrijednosti 1 optimiranje djelovanja
sirila;

razgradnja bjelancevina do produkata odgovornih za specificni okus 1 miris sira;
odrzavanje omjera laktata, mlije¢ne kiseline i bjelancevina koji su odgovorni za
konzistenciju sira i stvaranje sirnih rupica;

inhibicija rasta Stetnih Clostridium i koliformnih vrsta bakterija.

Njihova glavna uloga je stvaranje mlijene kiseline, odnosno zakiseljavanje tijekom

proizvodnje sira. Primarne kulture uglavnom su monokulture ili mjesovite kulture bakterija mlijecne
kiseline (BMK).

Bakterije mlije¢ne kiseline se koriste u proizvodnji fermentiranih mlije¢nih proizvoda kao

starter kulture, produzuju trajnost proizvoda te su prihvaéene kao bezopasne za ljudsko zdravlje,

odnosno dodijeljen im je GRAS (eng. Generally Recognized As Safe) status prema Americkoj

agenciji za hranu i lijekove (FDA, 2005), odnosno QPS (Qualified Presumption of Safety) status

prema regulativi Europske Unije (Markov i sur., 2010; Frece i Markov, 2016).
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Gotovo uvijek su prisutne u mlijeku i mlije¢nim proizvodima te ¢ine normalnu mikrofloru
mlijeka, obuhvacajuci veliki broj bakterijskih vrsta koje proizvode mlije¢nu kiselinu previranjem
razli¢itih ugljikohidrata, a glavni produkt razgradnje je mlijecna kiselina. Otkrio ih je L. Pauster
1857.godine.

One su gram-pozitivni, nesporogeni mikroorganizmi koji rastu samo na kompleksnim
podlogama. Isto tako, dio su populacije mikroorganizama probavnog trakta zdravih ljudi i Zivotinja
i ukljuéene su u njihov metabolizam. Obuhvacaju velik broj vrsta koje pripadaju rodovima:
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Aerococcus,
Vagococcus, Tetragenococcus, Carnobacterium, Weissella i Oenococcus (Ewuoso i sur., 2020).

U mljekarstvu se kao starter kulture koriste samo Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus i Lactobacillus. Uglavnom ih nalazimo u medijima kod kojih postoji moguénost
spontanog vrenja ugljikohidrata, a fermentiranoj hrani daju svojstven miris i teksturu, sprjecavajuéi
kvarenje i rast patogenih mikroorganizama (Rogelj, 2015). Osim brzeg stvaranja mlije¢ne kiseline i
poticanja sirenja, BMK doprinose i aromi, teksturi te nutritivnoj vrijednosti sira.

Obzirom na optimalne temperature rasta BMK dijele se na mezofile (optimalna temperatura 25-
30°C) i termofile (optimalna temperatura 40-45°C), dok na osnovu produkata razgradnje

metabolizma razlikujemo homofermentativne i heterofermentativne vrste (Tablica 7).

Tablica 7. Glavni predstavnici primarnih i sekundarnih kultura, neke njihove znacajke i tipovi sireva

za Ciju se proizvodnju koriste (Rogelj, 2015).

Skupine/vrste/podvrste Znacajke Vrste sira

Mezofilna, primarna, ) o
Polutvrdi, meki sirevi;

Lactococcus lactis ssp. homofermentativna kultura, )
) Gauda, Edam, Brie,
lactis glavni produkt mlije¢na
o Camembert...
kiselina

Mezofilna, primarna, ) S
Polutvrdi, meki sirevi;

Lactococcus lactis ssp. homofermentativna kultura, )
. ‘ . Gauda, Edam, Brie,
cremoris glavni produkt mlijecna
o Camembert...
kiselina
Prvenstveno tvrdi i polutvrdi
Termofilna, primarna, sirevi s visokom

Streptococcus thermophilus ) N )
homofermentativna kultura | temperaturom dogrijavanja;

Emmentaler, Parmezan...

Lactobacillus (Lb.) Termofilna, primarna, Prvenstveno tvrdi i polutvrdi
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delbrueckii ssp. bulgaricus

homofermentativna kultura

sirevi s visokom

temperaturom dogrijavanja

Lb. delbrueckii ssp. lactis

Termofilna, primarna,

homofermentativna kultura

Prvenstveno tvrdi i polutvrdi
sirevi s visokom

temperaturom dogrijavanja

Lb. helveticus

Termofilna, primarna,

homofermentativna kultura

Prvenstveno tvrdi i polutvrdi
sirevi s visokom

temperaturom dogrijavanja

Leuconostoc (Leuc.)

mesenteroides ssp. cremoris

Mezofilna, primarna,

heterofermentativna kultura

Polutvrdi i svjezi sirevi,

Gauda, Edam, svjezi sir

Penicillium camemberti

Sekundarna kultura,
Plijesan, Sir s plijesni na

povrsini

Camembert, Brie

Penicillium roqueforti

Sekundarna kultura,
Plijesan, Sir s plavom

plijesni u sirnom tijestu

Roquefort, Gorgonzola

Brevibacterium linens

Sekundarna kultura,
Bakterija, Sir s razvojem

bakterija na povrsini

Miinster

Propionibacterium

Sekundarna kultura,

Bakterija, Svicarske vrste

Emmental, Gruyere,

freudenreichii spp. ] Appenzeller
sireva
Sekundarna kultura, Kvasci,
Debaryomyces hansenii Zrenje na povrsini sira s Tilsit

plijesni ili bakterijama

Homofermentativne termofilne bakterije tvore najvece koli¢ine mlije¢ne kiseline. Stvorena
mlije¢na kiselina utjeCe na ucinak sirila tijekom enzimskoga gruSanja mlijeka, kao i na otapanje
koloidnog Ca-fosfata iz kazeina (Kirin, 2016) ¢ime utjeCe na konzistenciju sira. Tijesto sira s ve¢im
sadrzajem vezanog kalcija je dugo, povezano i gipko s boljim svojstvima oblikovanja sirnih okaSaca,
dok je tijesto sira s premalo kalcija kratko, drobljivo i blijedo. Komponente arome produkti su

djelovanja heterofementativnin BMK koje metaboliziraju citrat.
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Osim toga, one tvore vece ili manje koli¢ine plina uglji¢nog dioksida koji sudjeluje u
oblikovanju karakteristi¢nih sirnih okasaca (Frohlich-Wyder i sur., 2017).

Proizvodnja metabolita ovisi o prisutnim vrstama Cit+ bakterija u sastavu mezofilne kulture,
ali 1 o koli¢ini kisika i citrata. Zbog toga se u sastavu mezofilne kulture nalazi oko 90% bakterija
odgovornih za tvorbu kiseline i oko 10% za tvorbu arome i plina (Kirin, 2016). S obzirom na tvorbu
mlije¢ne kiseline, arome i plina mezofilne kulture dijele se na: DL-kulture (jaka i relativno brza
tvorba arome i plina), L-kulture (sporija tvorba arome i plina), D-kulture (intenzivna i jaka tvorba
arome i plina) i O-kulture (ne proizvode aromate i plin, te ne metaboliziraju citrate) (Tablica 8)
(Kirin, 2016).

Tablica 8. Podjela mezofilnih kultura s obzirom na tvorbu mlije¢ne kiseline, arome i plina (Kirin,

2016)

Mezofilne kulture Bakterije

DL-kulture Lactococcus lactis ssp. lactis,
Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar
diacetylactis,

Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris
L-kulture Lactococcus lactis ssp. lactis,
Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris
D-kulture Lactococcus lactis ssp. lactis,
Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar ssp.
diacetylactis

O-kulture Lactococcus lactis ssp. lactis,
Lactococcus lactis ssp. cremoris

2.2.2. Dopunske (sekundarne) kulture

Dopunske (sekundarne) kulture u sirarstvu koriste se s ciljem formiranja specifi¢nih, jace
izrazenih senzorskih, organoleptic¢kih i funkcionalnih svojstava sireva. Takve kulture se ne dodaju
mlijeku sa sirenje samostalno, ve¢ u kombinaciji sa osnovnom (primarnom) kulturom.

Nazivaju se jo§ i kulturama zrenja sira. Zrenje sireva ukljucuje dopunske enzimske
pretvorbe, nakon §to je stvoren sirni ugrusak primjenom enzima proizvedenih s pomoc¢u bakterija
mlije¢ne kiseline ili enzima nekog drugog podrijetla. Dopunske kulture su uglavnom razliciti
aerobni mikroorganizmi (bakterije, plijesni i kvasci) koji nemaju moguénost razgradnje laktoze do

jednostavnih Secera (nemaju enzim B-galaktozidazu).
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2.2.2.1. Kulture probiotickih bakterija

Rije¢ probiotik potjece od gréke rijeci pro bios (za zivot), a definira se kao pojedinacna ili
mjeSovita kultura zivih mikroorganizama koji, primijenjene u zivotinja ili ljudi djeluju korisno na
domadina poboljiavajuéi mu svojstva autohtone mikroflore (Suskovié i sur., 1997). Ravnoteza
mikrobnog sustava u ljudskom organizmu moze se poremetiti pod utjecajem starenja, lijeCenja,
stresa, prehrane 1 drugih ¢imbenika iz okoliSa. Stoga, probioti¢ki odnosno sinbioti¢ki koncept
podrazumijeva ponovno uspostavljanje ravnoteze crijevne mikroflore i usmjeravanje njenog
metabolizma u proizvodnju metabolita korisnih za zdravlje (Suskovi¢ i sur., 2009).

Koristenjem ovih kultura postignuta su pozitivna iskustva u proizvodnji svjezih i1 polutvrdih
sireva. Inae, pojam probiotici oznac¢ava proizvod koji sadrZi selekcionirane najcesce bakterijske
sojeve koji na humani organizam imaju povoljno probioticko djelovanje. Uzgojeni u mlijeku ti se
sojevi koriste za sastav kultura zbog njihovog blagotvornog djelovanja na organizam, a prvenstveno
na uravnotezZenje intestinalne mikrobne populacije. Probioticke kulture sadrZavaju najceSce
probioticke sojeve bakterija Lactobacillus acidophilus (Slika 3a) i Bifidobacterium bifidum (Slika
3b). Mogu se kombinirati i s bakterijom mlije¢ne kiseline Streptococcus thermophilus (Slika 3c),
$to dovodi do brzega grusanja i boljeg mirisa svjezeg sira. Dodaju se mlijeku za sirenje zajedno s

osnovnom kulturom.

» W\
¢'l>5- 5 ‘L"L
~ ;(* ~

Slika 3. Mikroskopski prikaz probioti¢kih sojeva bakterija: a) Lactobacillus spp., b)
Bifidobacterium bifidum, c) Streptococcus thermophilus i L. bulgaricus (Mullan, 2014;
Prabhurajeshwar i Chandrakanth, 2019)

2.2.2.2. Propionske mikrobne kulture

Propionske bakterije uglavnom su anaerobni gram-pozitivni kratki Stapici, ¢ije su optimalne
vrijednosti temperature rasta 25-32°C, odnosno pH vrijednosti 6,8-7,2. Propionske bakterije koriste

se uglavnom u proizvodnji Svicarskog tipa sira poput Ementalera i njemu slicnih sireva,

15



karakteristi¢nih po veli¢ini sirnih ,,0ka* (,,krupnooki sirevi®) i svojstvenom slatkastom okusu. Za
rast propionskih bakterija u mlijeku vazna takoder je proteoliticka aktivnost bakterija mlije¢ne
kiseline.

Stoga se uglavnom upotrebljavaju kao dopunska kultura uz kulture termofilnih bakterija
mlije¢ne kiseline pri ¢emu bakterije mlije¢ne kiseline hidrolizom laktoze oslobadaju glukozu iz koje
propionske bakterije zatim tvore propionsku, mlije¢nu i octenu kiselinu (Kirin, 2016).

Za sirarstvo su vazne Cetiri vrste propionskih bakterija: Propionibacterium freudenreichii,
Propionibacterium freudenreichii ssp. Freudenreichii, Propionibacterium freudenreichii. ssp.
Shermanii i Propionibacterium acidipropionici. Njihov rast inhibiraju poviSene koncentracije soli i
kiseline u tijestu sira, Sto utjeCe na gubitak elasti¢nosti tijesta, a posredno 1 na tvorbu sirnih o¢iju
(Kirin, 2016). Fermentiraju ve¢ stvorene laktate, mlije¢nu kiselinu i glukozu u propionsku kiselinu,
octenu kiselinu i uglji¢ni dioksid. Stvoreni plin (CO2) otapa se u vodenoj fazi sira do njezina
potpunog zasi¢enja pri Cemu Se na pojedinim mjestima u tijestu sira nakupljaju mjehuriéi plina,
odnosno stvaraju se buduce sirne oc¢i koje se stalno povecavaju. Broj 1 veli¢ina ociju ovisi o
intenzitetu tvorbe plina CO> (Frohlich-Wyder i sur., 2017). Osim za razvoj sirnih rupica, propionske
bakterije odgovorne su i za karakteristican okus takvih vrsta sireva koji proizlazi iz sadrzaja
hlapljivih masnih kiselina, Ca-propionata, propionske Kiseline, sukcinata i aminokiseline prolina
(Kirin, 2016). Prolin nastaje iz peptida sira djelovanjem proteoliti¢kih enzima propionskih bakterija
koji se oslobadaju autolizom bakterijskih stanica, a odgovoran je za slatkast okus sira. Osim
propionske kiseline, ove bakterije proizvode i vecu koli¢inu vitamina B i folata (Hugenschmidt i
sur., 2010). Povrh toga, proizvode i bakteriocine koji inhibiraju rast gram negativnih bakterija,
kvasaca i plijesni (Kirin, 2016).

P. freudenreichii se koristi kao kultura za dozrijevanje Svicarskog tipa sira. Takoder je znacajna
zbog proizvodnje vitamina B2 i propionske kiseline te se smatra da ima zastitne u¢inke u hrani za
ljude i stoku (Thierry i sur., 2011).

2.2.2.3. Kulture kvasaca

Na povrsini sireva s povrsinskim mazom 1 sireva s povrSinskom plemenitom plijesni na
pocetku zrenja spontano se razvijaju kvasci i bijela plijesan Geotrichum candidum. Kvasci pripadaju
uglavnom rodovima Kluyveromyces, Debarymyces, Pichia, Rhodotorula i Hansenula. Njihova je
zadaca razgradnja mlijeCne kiseline u rubnom sloju sira. Na taj nacin stvaraju optimalnu ph-
vrijednost 1 uvjete rasta povrSinske mikrobne populacije, uzrokujuc¢i zrenje sira od povrSine prema
unutraSnjosti. Proteolitickom 1 lipolitickom aktivno$¢u, odnosno produktima svog metabolizma
utjecu na tvorbu arome sira. Sojevi Geotrichum candidum imaju ograni¢enu lipoliticku sposobnost,

Sto se povoljno odrazava na Cistocu i specifi¢nost mirisa i okusa sireva poput Camemberta,
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proizvedenog u kombinaciji s kulturom bijele plemenite plijesni (Kirin, 2016). Istodobno, ova
kombinacija kultura otkiseljavanjem tijesta ubrzava zrenje sira, intenzivira proteolitic¢ke procese i

pridonosi specifi¢nijem okusu u odnosu na sir proizveden samo kulturom Penicillium camemberti.
2.2.2.4. Kulture plemenitih plijesni

Plemenite plijesni su aerobni mikroorganizmi koji optimalno rastu pri vecoj relativnoj
vlaznosti, kiselosti (pH oko 4-5) i pri temperaturi oko 20 °C, ali dobro rastu i pri nizoj temperaturi
tijekom zrenja sireva. Za pravilan rast plijesni bitno je osigurati jednoli¢an pristup zraka na povrsini
sira (bijele plijesni) ili unutar sira (plave plijesni) (Tratnik, 1998). Kulture plemenitih plijesni koriste
se u proizvodniji plemenitih sireva zajedno S mezofilnom
kulturom BMK, a ponekad i s termofilnom kulturom kao u proizvodnji
gorgonzole (S. thermophilus i L. bulgaricus, Slika 3c) ili u proizvodnji sireva Camembert i Brie
(Tratnik, 1998).

Sirevi s plemenitom plijesni su bogati kalcijem i fosforom, vitaminima i
proteinima koji sadrZze aminokiseline koje su neophodne naSem organizmu. Proizvode se od
najmasnijeg kravljeg ili ovéjeg mlijeka, a mogu se podijeliti u dvije grupe. Prvu grupu ¢ine bijeli
sirevi koji na povr$ini imaju sasuSenu kozicu s bijelom plijesni. Tijesto im je glatko, plasti¢no i
elasti¢no, a dugim zrenjem postaje mekano do vrlo mazivo, slicno strukturi toplog maslaca. Na
pocetku zrenja takav sir ima blagi okus, a duljim zrenjem okus postaje sve oStriji uz miris na
amonijak (Bozani¢, 2015). Vrlo zreli sirevi ovog tipa mogu imati intenzivan miris i okus. Pakiraju
se u aluminijske folije i buduéi da pripadaju grupi polumekih sireva, stavljaju se u kartonske ili
drvene kutije kako se ne bi deformirali tijekom transporta. Najpoznatiji predstavnici ove grupe sireva
su Camembert i Brie (Slika 4) (Bozani¢, 2015).

Slika 4. Sirevi Camembert (lijevo) i Brie (desno) (Anonymus, 2019)
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Drugu grupu sireva s plemenitim plijesnima Cine plavi sirevi. Za razliku od bijelih plijesni
koje se nalaze isklju¢ivo na povrsini sira, plavo-zelene plijesni nalaze se unutar sira. Plavi sirevi
imaju sasuSenu kozicu na povrsini, tijesto im je bijelo do blago rumeno prosarano plavo-zelenim
plijesnima. Okus plavog sira je blago kiselkast do vrlo pikantan ako se provodi dulje zrenje. Obi¢no
su znatno slaniji u odnosu na bijele sireve, a ukoliko se rade iz ov¢jeg mlijeka, tada imaju znatno
intenzivniji miris i okus (BozZani¢, 2015). Najpoznatiji predstavnici ove grupa sireva su Roquefort
(Slika 5) koji se radi iskljucivo iz ov¢jeg mlijeka, te sirevi iz kravljeg mlijeka: Gorgonzola i Stilton.
Danas se na trziStu javljaju i sirevi proizvedeni kombinacijom bijelih i plavozelenih plijesni. Takvi
sirevi imaju bijele plijesni na povrSini sira te plave plijesni koje prozimaju unutrasnjost sira

(Bozani¢, 2015).

Slika 5. Sir Roquefort (Anonymus, 2021)

2.2.2.5. Kulture povrsinskog maza sira

Osim kolonija kvasaca i plijesni Geotrichum candidum, na povrSini sireva sa zutim ili
crvenim mazom (Romadur, Limburger i sl.) obavezno se nalaze i kromogene bakterije, od kojih je
najpoznatija Brevibacterium linens. Optimalni su uvjeti rasta Brevibacterium linens: su visoka
relativna vlaznost u zrioni (85%), temperature oko 22°C te pH-vrijednost sira visa od 6,0. B. linens
podnosi visoku koncentraciju kuhinjske soli u siru. Osim nje u povrsinskoj mikrobnoj populaciji
zastupljene su i kromogene bakterije skupina Corynebacterium i Rhodococcus.

Osim tvorbe boje, koja nijansira od Zute preko narancaste do crvene, sve ove bakterije
odlucujuce utjecu i na tvorbu okusa i mirisa sireva. Brevibacterium linens tvori hlapljive spojeve
okusa ne samo iz bjelan¢evine nego i iz citrata, laktoze i mlije¢ne masti (Kirin, 2016), a stvoreni
metilsulfid ima glavnu ulogu u formiranju arome.

Stvoreni povrsinski maz treba biti Zu¢kastosmede boje i ugodnog mirisa, karakteristicnog za
vrstu sira. Kako malo bakterija dospijeva na povrSinu sira i aktivira se tek nakon njezine

deacidifikacije, nesvrhovito je dodavati kulturu Brevibacterium linens mlijeku za sirenje, stoga se
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ona nanosi na povrsinu sira viSekratnim cetkanjem sira u otopini kulture i kuhinjske soli, ili

prskanjem sireva i zrione ovom otopinom (Kirin, 2016).

2.2.2.6. Zastitne mikrobne kulture

Zastitne (protektivne) mikrobne kulture proizvode tvari koje inhibiraju rast tehnoloski Stetnih
i zdravstveno opasnih mikroorganizama u siru. Glavni predstavnici su bakterije mlijecne kiseline
Cije je antagonisti¢ko djelovanje prema bakterijama uzro¢nicima kvarenja i patogenim bakterijama
odavno poznato (Cadirci i Citak, 2005).

Osnovu njihova bakteriostatskog i baktericidinog u¢inka ¢ini mlije¢na kiselina i niska pH
vrijednost. Isto tako, neke vrste ovih bakterija tvore vodikov peroksid koji ima snazna dezinfekcijska
svojstva (Enitan i sur., 2011).

Osim njihova nespecificnoga inhibitornog djelovanja, ove bakterije imaju sposobnost tvorbe i
specifi¢nih inhibitornih tvari kao $to su bakteriocini. Po definiciji, bakteriocini su ekstracelularne
supstance proteinske prirode, djelotvorne prema sojevima iste ili srodne vrste (Suskovi¢ i sur., 1997).
Bakteriocini su sigurni biokonzervansi koji su zbog svoje aktivnosti protiv niza patogenih bakterija
I bakterija kvarenja, izuzetno vazni za mljekarsku i prehrambenu industriju (Chen i Hoover, 2003;
Nandane i sur., 2007). Najpoznatiji bakteriocin je nizin (Suskovi¢ i sur., 1997). Danas postoje
zaStitne mikrobne kulture koje u svjezim 1 mekim mlijeCnim proizvodima proizvode razlicite

antimikrobne tvari 1 time produzuju trajnost proizvoda.
2.2.3. Cuvanje i odrzavanje mikrobnih kultura

Sastav mikroflore varijabilan je i pod velikim utjecajem uvjeta okoline (uvjeti proizvodnje,
cuvanja), uslijed Cega proizvodnja fermentiranih proizvoda moze rezultirati neujednacenom
kakvocom proizvoda. Sirovine u proizvodnji autohtonih fermentiranih proizvoda vrlo ¢esto su izvor
rasta razli¢itih mikroorganizama koji mogu kontaminirati kona¢ni proizvod. Cuvanje i odrzavanje
mikrobnih kultura zahtijeva posebnu paznju 1 odgovarajucu kontrolu kvalitete kako bi se osiguralo
da obnovljene kulture djeluju na isti nacin kao i izvorne kulture. To zahtijeva visoki stupanj
strucnosti u odrzavanju i upravljanju mikrobnim kulturama na ultra niskim temperaturama ili kao
smrznuti materijal, kako bi se osigurao njihov dugoroc¢ni integritet i vaznost za buduca istrazivanja,
razvoj i ocuvanje (Kumar i sur., 2013).

Primjena komercijalnih starter kultura doprinosi postizanju standardnih senzorskih svojstava
proizvoda (aroma, boja, tekstura), no istodobno se gube specifi¢na svojstva tradicionalnog proizvoda
koja su rezultat aktivnosti autohtone mikroflore. U svrhu ocuvanja svojstava tradicionalnih

proizvoda, u posljednje vrijeme sve je veci trend pronalazenja i selektiranja autohtonih starter
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kultura iz tradicionalnih proizvoda (Frece i sur., 2020). Stoga odrzavanje i odrzivost starter kulture

u fermentiranoj hrani jo$ uvijek predstavlja izazov za industrijski proces.

Kako bi se osigurala vijabilnost i stabilnost mikrobne kulture tijekom tehnoloskog procesa,
razvijeno je nekoliko tehnika pripreme specijalnih oblika mikrobnih kultura za pojedine proizvode.
Ovisno o vrsti sira, tehnickim uvjetima sirane i kapacitetima proizvodnje, stru¢noj osposobljenosti
osoblja i kalkulacijama troskova, mikrobne (starter) kulture proizvode se i isporucuju kao tekudi,

mati¢ni, liofilizirani (suho smrznuti) ili koncentrirani smrznuti pripravci kulture (Kirin, 2016).
2.3. Neki postupci zaStite i odrZavanja stabilnosti mikrobnih kultura

Proizvodnja mikrobnih kultura u pravilu zapocinje izolacijom ¢iste kulture te njenim daljnjim
umnozavanjem, koncentriranjem i prevodenjem u Zeljeni oblik za daljnju upotrebu u proizvodnji

odredenog proizvoda.

Koncentriranje kulture ve¢inom je usmjereno na separiranje stanica iz medija za uzgoja
pomocu centrifuge. Daljnja obrada i stabilizacija mikrobne kulture ovisi o tipu Zeljenog kona¢nog
pripravka. Pri tome je glavni cilj koncentrirati mijesane kulture bez promjene medusobnog odnosa
izmedu pojedinih vrsta, o¢uvati vijabilnost kulture te osigurati zastitu tijekom daljnje primjene u
proizvodnji. Vazno je osigurati optimalne uvjete tijekom priprave i ¢uvanja mikrobnih kultura
(sastav hranjive podloge, temperatura rasta, trajanje fermentacije, mijeSanje, homogenizacija itd.)
radi mikrobioloSke stabilnosti proizvoda. Dodatkom razli¢itih zastitnih tvari, uklapanjem u
mikrokapsule tijekom zamrzavanja, susenja ili cuvanja, moze se bitno povecati broj zivih stanica po

gramu pripravka (Anal i Singh, 2007; Champagne i Fustier, 2007).
2.3.1. SuSenje rasprsivanjem (eng. Spray Drying)

Susenje rasprsivanjem (engl. Spray Drying) je raSirena tehnika koja se koristi za Cestice
veli¢ine manje od 40 um. Najvise koriSteni materijali za inkapsulaciju su polisaharidi
(maltodekstrin, Skrob, arapska guma 1 kukuruzni sirup), lipidi (monogliceridi, digliceridi 1 stearinska
kiselina) 1  proteini  (kazein,  Zelatina, soja, pSenica 1 mlijeni  serum).
Proces suSenja rasprsivanjem se sastoji od atomiziranja homogeniziranog nose¢eg materijala (1:4)
u plin za susenje, §to rezultira s kapsulama u obliku suhog praha, kontroliranim kroz protok plina,
proizvodnu sirovinu i temperaturu (Slika 6c). Iznimno je pogodno za industrijsku uporabu zbog
rapidnosti, niske cijene i visoke reproduktivnosti. Uporaba visoke temperature je glavni nedostatak
u susenju rasprSivanjem zato Sto nije kompatibilno za bakterijsku odrzivost (Ray i sur., 2016).

Za prehrambenu uporabu, probioti¢ke kulture su Cesto koristene kao sprej ili smrznuti prah.

Ucinkovitost suSenja rasprSivanjem je opisana u sluCajevima s bakterijama L. paracasei ,
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Bifidobacterium ruminantium i L. rhamnosus. Medutim, ekstremne temperature i osmotski uvjeti
tijekom procesa oSteCuju stani¢nu membranu i navedeni proteini znatno smanjuju probioticku
aktivnost unutar nekoliko tjedana hladnog skladistenja. Behboudi-Jobbehdar i sur. (2013) su
usporedili odrzivost bakterije L. acidophilus susene raspr§ivanjem koriste¢i natrijev alginat, kitozan
i hidroksipropil metil celulozu (HPMC) i otkrili su da natrijev alginat i HPMC nisu utjecali na
odrzivost stanica. Kitozan je poboljSao stabilnost L. acidophilusa tijekom skladitenja i bolja
odrzivost je =zabiljezena nakon 35 dana skladiStenja. SuSenje rasprSivanjem bakterije
Bifidobacterium lactis Bb-12 s proteinom sirutke je poboljSalo odrzivost stanica pod zucnim
uvjetima i stabilnost tijekom 12 tjedana skladistenja (de Castro-Cislaghi i sur., 2012). Dodatak
termoprotektora poput trehaloze prije susenja uz Skrob i topiva vlakna poboljSava odrzivost kulture

tijekom skladistenja.

2.3.2. Liofilizacija (engl. Freeze Drying)

Liofilizacija (engl. Freeze Drying) ili suSenje proizvoda u zamrznutom obliku postupak je
koji se koristi za dehidraciju i stabiliziranje gotovo svih materijala na toplinu jer se postupak susenja,
odnosno uklanjanje tekuceg dijela materijala odvija sublimacijom. Metoda smrzavanja
raspr§ivanjem je razvijena da se rijeSe poteskoce koje se dogadaju tijekom izlaganja mikrobnih
stanica visokim temperaturama kod suSenja rasprSivanjem. Slicna oprema koja se koristi kod susenja
raspr§ivanjem se koristi i za ovaj proces, samo $to se umjesto vru¢e komore koristi hladna komora
ili komora koja ispuhuje hladni zrak (Champagne i Fustier, 2007).

Proces se sastoji od dvije faze: zamrzavanja materijala u tankom sloju pri temperaturi od -
15°C do -70°C i susenja zamrznutog materijala u vakuumu pri niskim temperaturama (sublimacija)
(Suskovi¢, 2009). Primarnim se susenjem iz pripravka izdvaja tzv. slobodna voda i smatra se da je
zavrSeno kad u pripravku vise nema leda (sublimacija okoncana), odnosno preostane 6-8 % vode.
Sekundarno suSenje je susenje iz ‘tekuceg” stanja 1 njime se nastoji ukloniti tzv. vezana voda, jer je
ona ¢imbenik koji moze sprijeCiti uspje$no Cuvanje osusenog liofilizata, osobito kod sobne
temperature (Runji¢-Peri¢, 1996).

Dehidracija se ¢esto primjenjuje kao metoda stabilizacije mikrobnih kultura radi njihovog
lakseg skladiStenja, transporta i kasnije primjene. Liofilizacijom se izbjegava denaturacija
uzrokovana zagrijavanjem proizvoda na nacin da ga se odrzava u zamrznutom obliku tijekom
postupka susenja. Uvjeti obrade povezani sa suSenjem zamrzavanjem blazi su od suSenja
rasprSivanjem te je veca probioticka stopa prezivljavanja (Wang i sur., 2004). Kako bi se osigurali
optimalni rezultati u suSenju kultura, treba osigurati §to je moguce manja oSte¢enja stani¢nih

komponenti.
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Razli¢iti krioprotektori, odnosno lioprotektori, poput obranog mlijeka u prahu, proteina
sirutke, trehaloze, glicerola, betaina, adonitola, saharoze, glukoze, laktoze, dekstrana i
polietilenglikola (Morgan i sur., 2006) dodaju se u suspenziju stanica prije provedbe samog postupka
liofilizacije kako bi se povecalo prezivljavanje mikrobne kulture tijekom dehidracije.

Prednosti postupaka liofilizacije ukljucuju:

e smanjenje kontaminacije;

e minimalno oStecenje i gubitak aktivnosti termolabilnih materijala;

e Dbrzinu i cjelovitost rehidracije

e mogucénost to¢nog i sterilnog doziranja kona¢nih proizvoda u spremnike i dr.

Unato¢ dugom vremenu susenja, velikom utrosSku energije i skupoj opremi koja liofilizaciju
kao metodu susenja opravdava samo ako se proizvode pripravci velike vrijednosti i kvalitete, velika
osjetljivost BMK prema dehidraciji i njihov doprinos prehrambenoj industriji opravdava primjenu

ove metode za proizvodnju starter kultura za sirarstvo.

2.3.3. Inkapsulacija

Inkapsulacija je postupak ugradnje sastojaka hrane, enzima, stanica ili drugih materijala u
male kapsule. Drugim rije¢ima, proces inkapsulacije se sastoji od zarobljavanja aktivne tvari u
stijenku druge supstance koja proizvodi Cestice u razli¢itim veli¢inama. Inkapsulirani materijal se
inac¢e naziva jezgra, punjenje te aktivna, interna ili teretna faza, dok se materijal koriSten za
inkapsulaciju naziva obloZzna membrana, ¢ahura, kapsula, nose¢i materijal ili matrica (Burgain i sur.,
2011; Fang i Bhandari, 2010). Prema tome, inkapsulacija ukljucuje §irok niz faktora: inkapsulirani
materijal, obloZni materijal, proces, funkcionalnost te svojstva inkapsuliranih sustava.

Inkapsulacija starter kulture pruza zastitu stanicama i time poboljSava odrzivost koncentracije
aktivnih mikrobnih stanica, dijelova njihovih stanica i/ili enzima. Za uspjesnu inkapsulaciju zivih
stanica, izuzetno je vazno ocuvati bakterijsku odrzivost tijekom razlic¢itih procesa rukovanja zajedno
s inkapsulacijskim materijalom koji je kompatibilan s prehrambenim materijalom. Uklapanjem u
mikrokapsule dolazi do stabilizacije stanica odnosno poboljSava se njihova aktivnost i stabilnost
tijekom proizvodnje, skladiStenja i koriStenja. Pored toga, postupak uklapanja u mikrokapsule
pridonosi i dodatno stiti stanice laktobacila i bifidobakterija tijekom procesa rehidracije i
liofilizacije.

Ova tehnika se intenzivno koristi u prehrambenoj industriji kao u€inkovita barijera koja Stiti
tekuce 1 Cvrste sastojke protiv raznih okolisnih parametara (kisik, svjetlo, slobodni radikali itd.)
(Desai i Park, 2005).
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Uspostavljanje fizicke barijere izmedu zivih stanica probiotickih mikroorganizama i
nepovoljnih vanjskih uvjeta novi je koncept od sve vece vaznosti.

Inkapsulacija aktivnih tvari u nose¢i materijal se moze posti¢i s nekoliko metoda poput:
suSenja rasprSivanjem, hladenja rasprSivanjem, ekstruzijom, emulgiranjem, oblaganjem
fluidiziranim slojem, primjenom liposoma, liofilizacijom, koacervacijom, razdvajanjem
centrifugirane suspenzije, kokristalizacijom, kompleksiranjem inkluzije te termalnim geliranjem.

Ekstruzija (engl. ,, extrusion ) je jedna od uobi¢ajenih metoda za proizvodnju hidrokoloidnih
kapsula kroz jednostavnu 1 jeftinu proceduru s minimalnom Stetom na probioti¢kim stanicama i
relativno ve¢om odrzivos¢u. U ovom sustavu (Slika 6a), hidrokoloidna otopina je pomijeSana s
mikroorganizmima 1 ta mjeSavina se u obliku kapljice ubrizga sa extruderom ili Spricom u
o¢vrséujucu otopinu (kalcijev klorid) koja se sastoji od multivalentnih kationa (Krasaekoopt i sur.,
2004).

Emulgiranje (engl. ,, emulsion-based encapsulation ©) je kemijska metoda koja se intenzivno
koristi za inkapsulaciju zivih stanica uz pomo¢ hidrokoloida (alginat, karagenan i pektin) kao
materijala u stani¢noj stijenci, koji se inac¢e dobivaju kroz tehniku membranske filtracije (Slika 6b).
Za razliku od ekstruzije, emulgiranje nudi prednosti poput lakSeg postepenog poveéavanja, visoke
bakterijske stope prezivljavanja i manjeg promjera kapsula (25 um-2 mm), dok je glavni nedostatak
velik oblik 1 raspon te veéi troSak izvedbe zbog uporabe biljnog ulja u stvaranju emulzije
(Krasaekoopt i sur., 2004; Kailasapathy, 2006).

Razni faktori poput fizickih 1 kemijskih karakteristika jezgre 1 nose¢eg/obloznog materijala te
njihova predloZena primjena u prehrambenoj matrici mogu utjecati na odabir odgovarajuceg
inkapsulacijskog procesa. Od svih navedenih metoda ekstruzija, emulgiranje i suSenje rasprsivanjem
su najdjelotvornije za inkapsulaciju bakterija mlije¢ne kiseline (Kavitake 1 sur., 2018).

Prema veli¢ini proizvedenih kuglica, inkapsulacija se moZe klasificirati u dvije vrste:
makroinkapsulacija (milimetri - centimetri) i mikroinkapsulacija (1-1000 um) (Heidebach i sur.,
2012).
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Slika 6. Shematski prikaz metoda inkapsulacije (a) Ekstruzija (b) Emulgiranje (c) Susenje

rasprSivanjem (Kavitake i sur., 2018).

2.3.3.1. Mikroinkapsulacija mikrobnih kultura

Mikroinkapsulacija aktivnih agensa u biopolimerne matrice je proces kojim se aktivni
sastojci mogu zastititi unutar matriksa sfere (King, 1995). Aktivni sastojak moZze biti u ¢vrstom,
teku¢em ili plinovitom stanju. Mikroinkapsulirani materijal se naziva jezgrom, unutarnjom fazom,
ispunom aktivnom tvari, dok se materijal koji se koristi za mikroinkapsuliranje naziva membrana za
oblaganje, kapsula, ljuska, stijenka materijala, matriks ili vanjska faza (Augustin i sur., 2001,
Burgain i sur., 2011; Fang i Bhandari, 2010).

U prehrambenoj industriji, mikroinkapsulacija se najces¢e odnosi na implementaciju
bioaktivnih molekula (antioksidansa, mineralnih tvari, vitamina, fitosterola, masnih kiselina) i zivih
stanica (probiotika) u razli¢ite prehrambene proizvode (Nedovic i sur., 2011).

Za ucinkovito mikroinkapsuliranje Zivih stanica, potrebno je odabrati odgovarajuca sredstva.
Kriterij za odabir materijala stijenke temelji se na fizikalno-kemijskim svojstvima tvari (poroznost,
topljivost) i sredstvima (viskoznost, mehanicka svojstva), kao i na kompatibilnosti izmedu dviju
tvari (stijenka materijala treba bit netopljiva i ne smije reagirati sa sastojkom koji se inkapsulira).
Drugi kriterij koji se uzima u obzir je zamisljena veli¢ina mikrosfere. Nosa¢ materijala koji se koristi
u prehrambenim proizvodima mora biti prihvatljiv za primjenu u prehrambenoj industriji i imati

sposobnost stvaranja zaStitne ovojnice izmedu aktivnog sastojka i njegove okoline.
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Koristenje inkapsuliranih stanica u odnosu na formulacije slobodnih stanica ima nekoliko
prednosti: zastita od biotickih stresova i abioti¢kih stresova kao §to je inhibicijski u¢inak toksi¢nih
stresova, povecano prezivljavanje probiotika i poboljSana fizioloSka aktivnost te povecana gustoca
stanica (Haffner i sur., 2016). Albertini i drugi (2010) su napomenuli da je inkapsulacija bakterija
Bifidobacterium lactis BIO7 i Lactobacillus acidophilus LA14 kroz ekstruziju uz pomo¢ alginata,
celuloznog acetata, ftalata i ksantan gume pokazala odli¢ne rezultate, s izvrsnom stabilno$¢u na
temperaturi od 5°C do 9°C (nekoliko mjeseci) u hladnom skladiStenju i pojacanom otpornoscu u
uvjetima sa zelu¢anom kiselinom.

Medutim, mlije¢ni proteini i Seerni alkoholi (natrijev kazeinat, obrano mlijeko, koncentrat
proteina sirutke, sojin protein u kombinaciji s glicerolom, manitolom ili maltodekstrinom) nude
bolju zastitu od kiselinskog i zZuénog okruzenja za probiotik Bifidobacterium longum nakon susenja
smrzavanjem. Mikrocestice Bifidobacterium BB-12 proizvedenih emulzifikacijom/internim
geliranjem s natrijevim alginatima kao obloZnim materijalom su pruzale efektivnu zastitu pod
simuliranim gastrointestinalnim uvjetima i tijekom 120 dana u smrznutom stanju (Kavitake i sur.,
2018). Proces mikroinkapsulacije je obe¢avajuca tehnika za zastitu starter i probiotickih kultura od

nepovoljnih uvjeta kojima mogu biti izloZeni.
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3. ZAKLJUCCI

Na temelju dosad objavljenih publikacija u podruéju proizvodnje i primjene mikrobnih kultura

u prehrambenoj industriji moze se zakljuciti sljedece:

1.

Tradicionalna proizvodnja sira na malim gospodarstvima tijekom vremena je
zamijenjena proizvodnjom sira u nacionalnim i multinacionalnim prehrambenim

industrijama.

Definirane mikrobne kulture za razliku od autohtone mikroflore osiguravaju provedbu

kontrolirane fermentacije i pravilne biokemijske procese tijekom zrenja sira.

Primjenom definiranih mikrobnih kultura zna¢ajno se poboljsavaju fizikalno-kemijska
svojstva proizvedenog sira (miris, tekstura, boja), ali stabilnost i sigurnost proizvoda

buduéi da sprjeavaju kvarenje i rast patogenih mikroorganizama.

Mikrobne kulture koje se primjenjuju u sirarstvu imaju i probioti¢ko te sinbioti¢ko
djelovanje pa doprinose terapeutskim i funkcionalnim svojstvima sira, odnosno u
konac¢nici odrzavanju mikrobioloSke 1 imunoloSke ravnoteze u gastrointestinalnom

sustavu Covjeka.

Sastav i vijabilnost mikrobnih kultura pod velikim su utjecajem uvjeta okoline, stoga se
za ocuvanje stabilnosti 1 integriteta mikrobnih kultura u sirarstvu najcesce koriste
postupci susenja rasprSivanjem, liofilizacija i inkapsulacije. Inkapsulacija starter kulture
pruza zatitu stanicama i time poboljSava odrZivost koncentracije aktivnih mikrobnih

stanica, dijelova njihovih stanica i/ili enzima.

Fermentacija s inkapsuliranim starter kulturama pruza brojne prednosti u usporedbi s
tradicionalnim nacinima Kkultivacije jer osigurava veéU gustoCU stanica, pojacanu
toleranciju na uvjete okoline (npr. visoke temperature, toksi¢nost medija, selektivno
uklanjanje toksi¢nih hidrofobnih supstanci) i omogucava kontrolirano otpustanje

supstanci u zeljenom trenutku.
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